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(Eingegangen am 2. Juni/7. September 1973)
An Seren von 321 Patienten wurde nach Vielfachbestimmungen durch hierarchische Varianzanalyse ein solid-phase Radioimmunoassay
125!-Ausria, Abbott Lab. Inc.) hinsichtlich Präzision, Fehlermöglichkeiten und Verbesserungsmöglichkeiten geprüft. Zur besseren Ver-
gleichbarkeit der Ergebnisse, die mit unterschiedlichen technischen Ausrüstungen gewonnen werden, erfolgt die Angabe der Entschei-
dung: „Serum antigenhaltig" oder „Antigen nicht nachweisbar" in Form eines Quotienten aus der Zählrate des Probandenserums und
dem „Negativwert" der jeweiligen Serie (RIA-Faktor). Anstelle eines willkürlichen Grenzwertes für die Entscheidung „Serum antigen-
haltig" wurde mit Hilfe von Seren von Patienten, die an einer Hepatitis B mit transienter Antigenämie erkrankt waren und zum Zeitpunkt
der letzten Antigenbestimmung weder nach klinischen, laborchemischen und histologischen Gesichtspunkten Zeichen eines Leber-
schadens auf wiesen, ein „Normbereich" ermittelt (Mittelwert 1,2; s = 0,2).
Der durch Vielfachbestimmungen an verschiedenen Patientenseren ermittelte Gesamtfehler der Methode beträgt bei Doppelbestim-
mungen ± 16%. Der relativ hohe Variationskoeffizient schrankt jedoch die Differenzierungsqualität des Verfahrens nicht entscheidend
ein.
Verlaufsbeobachtungen an Patientenseren mit Antigenämie und Verdünnungsreihen ließen erkennen, daß nur in einem eng begrenzten
Bereich ein lineares Verhältnis zwischen Antigenkonzentration im Serum und Höhe des RIA-Faktors besteht. Die relative Empfindlich-
keit des Testansatzes im Vergleich zur Komplementbindungsreaktion lag mit einer im Mittel 32—64-fach höheren Empfindlichkeit in der
Größenordnung anderer radioimmunologischer Verfahren. Die Menge des eingesetzten Probandenserums und die des zugefügten radio-
aktiven Antikörpers waren im Sättigungsbereich der Methode und bei antigenfreien Seren ohne Einfluß auf das Testergebnis. Die in
dieser Untersuchung eingesetzten Pharmaka zeigten keinen Einfluß auf die Meßergebnisse. Bei Patienten mit Rheumafaktor im Serum, die
an einer Hepatitis B erkrankten, war die Antigenämie in jedem untersuchten Fall nachweisbar.
Eindeutig zeigte sich eine Abhängigkeit der Testergebnisse von der Inkubationsdauer und der Inkubationstemperatur. Untersuchungen
an 30 Seren unterschiedlicher Antigenkonzentration lassen erkennen, daß die Zeit der Erstinkubation ohne Empfindlichkeitsverlust auf
3 h verkürzt werden kann, wenn gleichzeitig die Inkubationstemperatur (hier 37°C) erhöht wird.
Radioimmuno-assay for the detection of HB (Australia)-antigen in sera
The precision, reliability and possible improvements of a solid-phase radioimmuno-assay (125I-Ausria, Abbott Lab. Inc.) have been tested
by a statistical analysis of variance, using sera from 321 patients with and without antigen.
For a comparison of results obtained with different equipment in different laboratories the results are obtained as the ratio of the count
rate of the patient's serum and the negative control value. Instead of postulating an arbitrary "cut-off value" a "normal range" has been
estimated on "antigen-free" sera of patients that suffered from Hepatitis B with transient antigenemia and were judged as recovered
completely on the basis of clinical, enzymatic and histologicai criteria. The mean value obtained was 1.2 with a variation coefficient of
16%. The results confirm, that to use a "cut-off value" of twice the negative value is a practicable procedure although this hypothesis
has to be backed by quantitative determinations in future. Carrying out double and triple examinations the overall error of the method
was ± K>% ^or double examinations. The value was obtained using different patient's sera instead of using a single standard serum.
Follow-up studies and dilution of antigen-containing sera revealed a small range of linearity only. The relative sensitivity of the method as
compared to the complement fixation test was comparable to other radioimmuno techniques. Neither the amount of patient's serum added
nor the amount of radioactive antibody added showed any influence on the results as far as negative results and values in the saturation
range are concerned. The Pharmaceuticals examined as well as a positive Rlimmafaktor did not change the test results.
There was a definite dependancy of the test results on preincubation time and incubation temperature. It can be stated that the first in-
cubation stage may be reduced to as little as 3 h, provided the incubation temperature is raised (37°C in these experiments) during this time.
Die Bedeutung des HB^Antigens als spezifisches Indika- Nachweisverfahren für HB-Antigen müssen daher
tor-Antigen für eine Infektion mit dem Erreger der Virus- neben Spezifität höchstmögliche Empfindlichkeit auf -
hepatitis B wird heute allgemein anerkannt und ist durch weisen und durch geringen technischen Aufwand oder
zahlreiche Untersuchungen eindeutig belegt (1—5). die Möglichkeit zur Automatisation rasche und zuver-
Der Nachweis des Antigens im Verlauf einer Er- lässige Bestimmungen auch in größeren Untersuchungs-
krankung mit Gelbsucht ist für die Differentialdiagnose, reihen bieten.
Prognose und Prophylaxe der Virushepatitis sowie für Die ursprünglich für den Nachweis des HB-Antigens
epidemiologische Studien von hohem Wert (6—20). eingesetzten Methoden entsprechen den genannten
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Forderungen in dem einen oder dem anderen Punkt nur
unvollkommen (21—29).
Derzeit höchstmögliche Empfindlichkeit erreichen die
radioimmunologischen Techniken (30—37), von denen
das nach dem solid-phase Prinzip (38) arbeitende Ver-
fahren durch einfache Handhabung und durch die
Möglichkeit zumindest teilweiser Automatisierung die
Untersuchung auch größerer Probenzahlen erlaubt.
Radioimmunologische Methoden haben zudem den
Vorteil der digitalen Auswertung der Meßergebnisse.
Sie sind damit frei von eventuellen Fehlern subjektiver
Beurteilung und statistischen Analysen im Hinblick auf
Präzision der Untersuchung und Qualitätskontrollen
zugänglich (39). Die in diesem Bericht vorgelegten
Ergebnisse geben einen Überblick über die Präzision,
die Empfindlichkeit, den erforderlichen Zeitaufwand
und die Fehlermöglichkeiten eines inzwischen kom-
merziell erhältlichen (125I-Ausria, Abbott Lab. Inc.),
nach dem solid-phase Prinzip aufgebauten Testsatzes
zum Nachweis von Hepatitis B-Antigen im Serum.
Material und Methoden
'. \
Der Testsatz 125I-Ausria besteht aus Polypropylen-Röhrchen, die
entsprechend dem solid-phase Verfahren mit einem von Meer-
schweinchen gewonnenen, gegen menschliches HB-Antigen ge-
richteten Antikörper unbekannter Subtypen beschichtet sind. Die
Röhrchen werden mit 0,1 ml des zu untersuchenden Serums be-
schickt und für 16 h bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei wird
eventuell im Serum vorhandenes Antigen durch den Antikörper
gebunden. Durch mehrmalige Waschungen werden Serum und
nicht gebundenes Antigen entfernt und anschließend radioaktiv
markierte Antikörper unbekannter spezifischer Aktivität vom
Meerschweinchen in standardisierter Menge (0,1 ml) zugefügt.
Nach 90 min Inkubation bei Raumtemperatur wird der nicht von
dem eventuell vorhandenen, polyvalenten Antigen gebundene
radioaktive Antikörper durch erneute Waschvorgänge entfernt
und die Radioaktivität im Teströhrchen gemessen. Die Höhe der
meßbaren Impulsrate ist innerhalb eines bislang nicht sicher
definierten Bereiches ein relatives Maß für die Menge fixierten
Antigens.
Da es auch ohne Vorhandensein von HB-Antigen im Probanden-
serum, wahrscheinlich durch unspezifische Anlagerung des
radioaktiven Antikörpers an die Wand des Testgefäßes oder an den
im Röhrchen befindlichen Antikörper zu einer über den Nullwert
des Teströhrchens hinausgehenden meßbaren Impulsrate kommt,
muß in jeder Serie ein sogenannter „Negativwert" dadurch er-
mittelt werden, daß Teströhrchen mit einem vom Hersteller als
sicher HB-antigenfrei deklarierten Kontrollserums beschickt, mit
dem radioaktiv markierten Antikörper inkubiert und den gleichen
Wasch- und Meßvorgängen unterzogen werden. In diesen Unter-
suchungen wurde jeweils der Mittelwert aus fünf Bestimmungen
als „Negativwert" für die Errechnung des RIA-Faktors benutzt.
Zur Kontrolle der Funktionsfähigkeit des Testsatzes wird vom
Hersteller ein antigenhaltiges Serum unterschiedlicher Konzen-
tration geliefert, das bei korrekter Technik eine Impulsrate von
mehr als dem Doppelten des „Negativwertes" ergeben muß.
Die Angabe der Impulsrate (Imp./min) sagt ohne gleichzeitige
Angabe des „Negativwertes" der entsprechenden Serie nichts über
die Höhe der Antigenkonzentration im Serum aus. Da die ge-
messene Impulsrate zudem von den Geräteeigenschaften wie
Kristalldurchmesser des Szintillationszählers, Einstellung der
Diskriminatoren usw. abhängig ist, empfiehlt es sich, für den
Nachweis von Trends bei Verlaufsbeobachtungen und für den
Vergleich der Ergebnisse verschiedener Laboratorien einen un-
abhängigen Faktor anzugeben.
Hier wurde dafür der Quotient aus der Impulsrate des Probanden-
serums und dem „Negativwert" der jeweiligen Serie gewählt und
dieser als Radio-Immuno-Assay Faktor (RIA-Faktor) bezeichnet:
RIA-Faktor =
Imp./min(„Ncgativwett") —
Dieser Faktor müßte bei antigenfreiern Serum = 1,0 sein. Be-
dingt durch die zufälligen Fehler der Methode, besteht eine
größere Streubreite, so daß ein „Normbereich" angenommen
werden muß. '
Die dem Verfahren anhaftenden Fehlermöglichkeiten reichen von
der Möglichkeit wechselnden Antikörpergehaltes der Test-
röhrchen über unzureichende Waschvorgänge bis zu Instabilitäten
des Meßsystems. Die Fehler der einzelnen Arbeitsschritte addieren
sich nach dem Fehlerfortpflanzungsgesetz zum Gesamtfehler der
Methode, der ein Maß für die Präzision des Verfahrens darstellt.
Während über den systematischen Fehler der Methode durch
Nachweis der Empfindlichkeitsschwelle hier keine Aussage ge-
macht werden kann, da zum Zeitpunkt der Untersuchungen kein
Serum mit definierter Menge Antigenpartikel zur Verfügung
stand, wurde die Reproduzierbarkeit für die folgenden metho-
dischen Verfahrensweisen ermittelt: Für den „Negativwert", für
Bestimmungen in der Serie, für Bestimmungen von Tag zu Tag
mit gleichen Chargen und gleichen Chernikalien und für Bestim-
mungen von Tag zu Tag mit unterschiedlichen Chargen und
Chemikalien.
Statistische Methoden
Um die Untersuchungen den Gegebenheiten des Routinebetriebes
anzupassen, erfolgte die Prüfung nicht an Standardseren wie für
die Qualitätskontrolle, sondern anhand der aus Doppel- und
Dreifachbestimmungen von Probandenseren gewonnenen Meß-
ergebnisse.
Der Bestimmung der Präzision der „Negativwerte" und den Be-
stimmungen in der Serie wurden die gemessenen Impulsraten
(Imp./10 min) zugrunde gelegt.
Im einstufigen hierarchischen Versuchsplan wurde der Varia-
tionskoeffizient (VK) für die Einzelbestimmung über die Vari-
anzen der Mehrfachbestimmungen an einem Serum und von
Serum zu Serum ermittelt: Es wurden N Seren untersucht. Am
i-ten Serum wurden ni-Bestimmungen zum Nachweis einer
Antigenämie durchgeführt. Dann ist yy das Ergebnis der j-ten
Bestimmung am Serum des i-ten Patienten.
In dem Modell: yy = : + ai + £ij> ist der wahre Meßwert, ai
der Einfluß des Einzelpatienten der hier zu vernachlässigen ist,
und eij der Fehler in der j-ten Bestimmung bei dem i-ten Patienten.
sij sei zufällig normalverteilt mit dem Mittelwert 0. Die Varianz
der Grundgesamtheit des Fehlers ey ( 2) läßt sich dann durch die
Varianz der Stichprobe (s2) schätzen:
N
n =
= — ·
n-N , jC
(Gl. 1)
(Gl. 2)
(Gl. 3)
Führt man nur eine Doppelbestimmung durch, dann vereinfacht
sich die Formel auf:
l N
s2 = -^ (yn — Yi2)2 (GL 4)
Zu dem erhaltenen Fehler der Messung des Probandenserums
( ) ist der Fehler aus der Bestimmung der „Negativwerte" (xg)
zu addieren, da der RIA-Faktor (y) aus beiden Werten gebildet
wird:
*iy = ^ r <G1·5)
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Für den relativen Fehler Ay des RIA-Faktors ergibt sich nach dem
Fehlerfortpflanzungsgesetz:
x^
x>
und nach einigen Umformungen:
(Gl. 6)
(Gl. 7)
Zur Interpretation der Ergebnisse nach Erweiterung der Fehler-
quellen, Präzision von Tag zu Tag und Präzision bei wechselnden
Chargen und Chemikaiien, ist zu beachten, daß für den jeweils
hinzu kommenden Fehler nicht die Differenz zwischen der Stan-
dardabweichung s des ersten Versuches und der Standardab-
weichung sx des erweiterten Versuches verwendet wurden,
sondern daß
c l/T^HTci (c*\ ÖN»2 — y S* S \vjrj. Oj
ist. Gleiches gilt für den Variationskocffizienten.
Da der Variationskoeffizient in den Untersuchungen zur Präzision
in der Serie in allen Untergruppen annähernd gleich war, wurde
wegen der geringen Fallzahlen eine Gruppenunterteilung für die
Bestimmung der Präzision von Tag zu Tag nicht vorgenommen.
In diesen Untersuchungen wurde außerdem anstelle der Impuls-
raten der RIA-Faktor als Grundlage der Berechnungen ver-
wendet.
Für die Untersuchungen der Zeit- und Temperaturabhängigkeit
des Verfahrens wurden zweistufige hierarchische Versuchspläne
angelegt. Der RIA-Faktor jedes Patientenserums wurde in jeder
modifizierten Form, jedoch immer gleich oft bestimmt. Für jede
Untersuchungsform wurde die „Reproduzierbarkeitsstreuung"
getrennt berechnet und unter Voraussetzung, daß diese sich nicht
unterscheiden, eine gemeinsame Schätzung vorgenommen.
Unter der 0-Hypothese, daß zwei zu vergleichende Untcrsuchungs-
gänge sich nicht unterscheiden, unterschiedliche Meßwerte also
nur durch „Reproduzierbarkeitsstreuung" bedingt sind, wurde
dann eine weitere, von der ersten Schätzung unabhängige Schät-
zung der „Reproduzierbarkeitsstreuung" vorgenommen und
durch die Beziehung:
SSQji
 ges. (SSQoruppe l + SSQoruppc 2)F =
(SSQcruppe l -l· SSQcruppe 2)
(Ncruppe l + Ncruppe 2)
s. — (Ncruppe l + Ncruppe
anhand des F-Test geprüft, ob die Hypothese, daß beide Varianzen
gleich sind, zu verwerfen ist (40,41).
Ergebnisse
Präzision der „Negativwerte" von Tag zu Tag
in verschiedenen Ansätzen
Der „Negativwert" bildet die Basis für die Entschei-
dung, ob ein Serum als antigenhaltig oder nicht antigen-
haltig bezeichnet wird, gleichgültig, ob für die Ent-
scheidung die Überschreitung eines willkürlich ge-
setzten Grenzwertes oder ob die Erhöhung des Quo-
tienten aus der Impulsrate des Probandenserums und
der Impulsrate des „Negativwertes" zugrunde gelegt
wird.
Die „Negativwerte" wurden in 41 Bestimmungen zu
jeweils 5 Werten ermittelt und die Schwankung der
Meßwerte um den unbekannten wahren Wert mit Hilfe
der einstufigen Varianzanalyse geschätzt.
Dabei ergaben sich für die Bestimmungen von Tag zu
Tag unter Wechsel der Chemikaiien und Chargen die in
Tabelle l aufgeführten Werte für die Präzision einer
Einzelmessung. Da der „Negativwert" für eine Serie
jedoch aus jeweils fünf Bestimmungen ermittelt wurde,
Tab. l
Präzision des „Negativwertes", ermittelt an 41 Kontrollseren bei
jeweils 5 Bestimmungen (Angabe in Imp./10 min)
s2 VK
205 4478 225718 10,0%
beträgt der zu den weiteren Bestimmungen zu ad-
10
-
 A
 S7o.
für eine Meßzeit von 10 min, die aus Gründen der
raschen Durchführbarkeit gewählt wurde. Bei Ver-
längerung der Meßzeiten läßt sich dieser Fehler weiter
reduzieren.
dierende Fehler nur ~ = 4,5%. Dieser Fehler gilt
Präzision in der Serie
Für diese Untersuchungen wurden die Meßwerte nach
der Höhe der Zählraten in drei Gruppen geordnet, um
mögliche Beeinflussungen durch Einzelkomponenten
erkennbar werden zu lassen:
Gruppe l
n = 152
Ansätze, bei denen die gemessenen Impulsraten zwischen
4—8000 Imp./lO min lagen, entsprechend einem RIA-
Faktor kleiner als 2,0.
Gruppe 2
n = 82
Ansätze, die Impulsraten zwischen 8000 und 75 000 Imp./
10 min ergaben, entsprechend einem "RIA-Faktor
zwischen 2,0 und 15,0.
Gruppe 3
n = 87
Ansätze mit Impulsraten von mehr als 75 000 Imp./
10 min entsprechend einem RIA-Faktor von über 15,0.
In allen Gruppen wurde durch die gleichzeitige Be-
stimmung der F-Werte nachgewiesen, daß die Methode
nicht nur zufällig differenziert.
Die durch statistische Analyse ermittelten Werte für die
Variationskoeffizienten der einzelnen Gruppen sind in
Tabelle 2 aufgeführt.
Die \jrariationskoeffizienten der einzelnen Gruppen
unterscheiden sich nicht wesentlich voneinander, ob-
wohl die Mittelwerte der Impulsraten zwischen den
Gruppen l und 3 um etwa den Faktor 10 differieren.
Dies deutet darauf hin, daß die durch höhere Zählraten
zu erwartende verbesserte Präzision durch andere, neu
Tab. 2
Präzision in der Serie bei Untersuchungen zum Nachweis des HB-
Antigens, ermittelt an antigenfreien und antigenhaltigen Patienten-
seren. (Angaben in Imp./lO min)
VK
Gruppe i
Gruppe 2
Gruppe 3
152
82
83
4784
36064
92830
231692
12380476
54389223
10,0%
9,7%
7,9%
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Tab. 3
Verbesserung der Präzision in der Serie bei Bestimmungen zum
Nachweis von HB-Antigen im Serum durch Mehrfachuntersuchungen
Variationskoeffizient [%] bei '
Einfach- Doppel- Vierfach-
bestimmung
Gruppe 1
Gruppe 2
Gruppe 3
10,0
9,7
7,9
7,1
6,9
5,6
5,0
4,9
4,0
Tab. 4
Gesamtfehler der Methode zur Bestimmung von HB-Antigen im
Serum bei Anwendung in der Serie und unter Berücksichtigung des
Präzisionsfehlers des „Negativwertes11 sowie der Möglichkeit von
Mehrfachbestimmungen
Variationskoeffizient [%] bei
Einfach- Doppel- Vierfach-
bestimmung
Gruppe 1
Gruppe 2
Gruppe 3
14,5
14,2
12,3
11,6
11,4
10,1
9,5
9,3
8,5
hinzu tretende Fehler beeinträchtigt wird. Insgesamt
liegen die ermittelten Variationskoeffizienten bedeu-
tend höher als, \sie beispielsweise bei routinemäßigen
Autoanalyzerqualitätskontrollen zur Bestimmung von
Kationen im Serum gefunden werden und übersteigen
auch Werte, wie sie für Enzymbestimmungen im Serum
angegeben werden. Es ist hier jedoch zu berücksichtigen,
daß die ermittelten Werte nicht aus Bestimmungen an
einem Standardserum stammen, sondern daß Grundlage
der Berechnungen wiederholte Bestimmungen bei
insgesamt 321 Patientenseren ist. Der angegebene
Fehler gilt für eine Einfachbestimmung und eine Wahr-
scheinlichkeit von 67%.
Der Fehler wird entsprechend kleiner, wenn für die Be-
stimmung des RIA-Faktors der Mittelwert aus mehreren
Ansätzen herangezogen wird. Er reduziert sich dann auf
den durch die Wurzel der Anzahl der Bestimmungen
dividierten Variationskoeffizienten der Einzelbestimm-
ung (Tab. 3).
Den Gesamtfehler erhält man durch Addition des
Fehlers, der bei Bestimmung der „Negativwerte" ent-
steht und unter Zugrundelegung der 5-fach Bestim-
mung hier 4,5% beträgt, so daß die in Tabelle 4 wieder-
gegebenen Werte resultieren.
Präzision von Tag zu Tag bei gleicher Charge
und gleichen Chemikalien
Die Präzision von Tag zu Tag wurde an 35 antigen-
haltigen Seren ermittelt, indem an verschiedenen Tagen
die RIA-Faktoren aus dem Mittelwert einer Doppel-
bestimmung unter Zugrundelegung jeweils neu be-
Tab. 5
- Präzision der Methode zur Bestimmung von HB-Antigen im Serum
bei Bestimmungen von Tag zu Tag und Verwendung gleicher Test-
sätze (Angaben als RIA-Faktor)
n s2 VK
stimmter „Negativwerte" errechnet und untereinander
verglichen wurden. Gegenüber den Ergebnissen in der
Serie verringert sich hier die Präzision von 11,6 auf
13% für Doppelbestimmungen (Tab. 5).
Präzision von Tag zu Tag unter Verwendung
neuer Chargen und neuer Chemikalien
In der routinemäßigen Durchführung der Unter-
suchungen wird die Präzision durch zusätzliche Fak-
toren wie Qualitätsunterschiede oder Änderungen der
verwendeten Chargen, Chemikalien oder Untersuchungs-
bedingungen beeinflußt. Das Ausmaß dieser Einflüsse
wurde durch wiederholte Doppelbestimmungen unter
Verwendung jeweils neuer Chargen und Chemikalien
an 45 antigenhaltigen Seren untersucht. Erwartungs-
gemäß muß eine weitere Minderung der Präzision in
Kauf genommen werden (Tab. 6).
Tab. 6
Präzision der Methode zur Bestimmung von HB-Antigen im Serum
bei Bestimmungen von Tag zu Tag und wechselnden Testsätzen
(Angaben als RIA-Faktor)
45 17,9 8,2
VK
16%
35 16,2 4,5 13%
Der „Normbereich"
Über die absolute Nächweisempfindlichkeit der ver^
schiedenen Methoden zur Bestimmung von HB-
Antigen im Serum ist keine verbindliche Aussage
möglich, da bislang keine Standärdmengen HB-Antigen
in definierter Zusammensetzung erhältlich waren. Da
zudem über den Durchseuchungsgrad der Bevölkerung
und über mögliche Einflüsse anderer Serumfaktoren
oder veränderter Serümqualitäten nichts bekannt ist,
kann ein „Normbereich" auch nicht durch eine Viel-
zahl von Bestimmungen an Seren von „Lebergesunden"
als Normkollektiv ermittelt werden.
Einfachstenfalls könnte man annehmen, daß ein Serum,
das unter Zugrundelegung des „Negativwertes" einen
RIA-Faktor von nicht mehr als 1,0 ± 32% ergibt, mit
einer Sicherheit von mehr als 97,5% keine mit der
Methode nachweisbaren Antigenmengen enthält.
Zur Prüfung dieser Hypothese, eingedenk der unbe-
kannten Empfindlichkeitsschwelle des Verfahrens,
haben wir einen „Normbereich" anhand der Ergeb-
nisse von Verlaufsuntersuchungen bei 27 Patienten, die
an einer Hepatitis B erkrankt waren, ermittelt. Bei
diesen Patienten lag die akute Erkrankung mindestens
ein Jahr zurück, die Leberfunktion war bei mehrfachen
Kontrollen und unter Anwendung strengster Kriterien
normalisiert und histologisch waren keine Zeichen
einer Leberentzündung mehr nachweisbar. Unter der
Annahme, daß im Verlauf einer Ausheilung der Hepa-
titis B das Antigen aus dem Serum des Patienten
- schwindet, haben wir Mittelwert und. 2s-Bereich des
„Normbereiches" wie folgt bestimmt: Wenn in der
Verlaufsbeobachtung anfänglich hohe RlA-Werte fal-
lende Tendenz zeigten und in mindestens zwei auf-
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Tab. 7
Mittelwert und Standardabweichung des an 27 Patienten, die an
Hepatitis B mit transienter Antlgenämie erkrankt waren, nacli Nor-
malisierung aller hepatologischen Befunde gefundenen „Normwertes"
für den RIA-Faktor
Tab. 8
Einfluß der Inkubationsdauer auf die Höhe der RIA-Faktoren Hß-
Antigenhaltiger Seren, geprüft durcli hierarchische Varianzanalyse
(Angaben als RIA-Faktor)
n
27
R
1,22
s
0,20
K -h 2s
1,62
cinanderfolgenden, mehrere Wochen auseinanderliegen-
den Bestimmungen unter den willkürlich angenom-
menen Grenzwert 2,0 gefallen waren, wurde der letzte
Meßwert als sogenannter „normalisierter Wert" in die
statistische Analyse cinbezogen. Der niedrigste be-
obachtete Wert betrug in diesem Kollektiv 0,90, der
Höchstwert 1,63 (Tab. 7).
Einf luß der eingesetzten Serummenge und der
Menge des z u g e f ü g t e n r a d i o a k t i v e n A n t i -
körpers
Untersuchungen zu dieser Fragestellung wurden an
nach der Definition der Methode antigenfreien und
antigenhaltigen Seren durchgeführt. Die Erhöhung der
eingesetzten Menge Probandenserum bis auf 0,5 ml
führte in keinem Falle zu einer statistisch singifikanten
Erhöhung der RIA-Faktoren. Auch die Verdoppelung
der Menge des radioaktiven Antikörpers (entsprechend
0,2 ml) ließ die gemessenen RIA-Faktoren nicht si-
gnifikant ansteigen. Erst bei größeren Mengen war ein
ansteigender Trend erkennbar. Allerdings befanden
sich unter den antigenhaltigen Seren keine, deren RIA-
Faktor im linearen Bereich der Methode lag.
Einflüsse der Inkubat ionsdauer und
Inkuba t ions tempera tu r
Dem Bestimmungsverfahren nachteilig ist die lange
Inkubationsdauer von 16 h, die eine Bestimmung in
eiligen Fällen verhindert. Es wurde daher geprüft,
inwieweit Inkubationszeit und Tempera tu r Verände-
rungen bei der Inkubation die Reproduzierbarkeit der
Bestimmungen beeinflussen und ob eine Verkürzung
der Inkubationszeit ohne Empfindlichkeitsverlust mög-
lich ist.
Einfluß der Inkubalionsdamr
Unter gleichen Bedingungen wurden von 40 antigen-
haltigen Probandenseren jeweils 4 Testansätze ange-
fertigt. Zwei der Ansätze wurden 3 h, die beiden übrigen
16 h bei Raumtemperatur inkubiert. Alle Ansätze
wurden dann in gleicher Weise weiterbehandelt. Die
Ergebnisse wurden einer zweistufigen hierarchischen
Varianzanalyse unterzogen, deren Resultate in Tabelle 8
aufgeführt sind.
Während Mittelwerte und Variationskoeffizienten
keinen über die „Reproduzierbarkeitsstrcuung" hin-
ausgehenden Unterschied erkennen lassen, ergab die
Bestimmung des F-Wertes mit einem Wert von 3,4 bei
(40, 80) Freiheitsgraden den Hinweis dafür, daß mehr
£ls zufällige Unterschiede zwischen den beiden Gruppen
bestehen. Als mögliche Ursache muß die Verkürzung
Inkubationsdauer
Anzahl
Doppclbestim-
mungen
R
SSQ
S·
VK
FG
3h
40
10,3
55,8
M
11,4%
40
16h
40
10,8
66,8
1,7
1 1 ,9 %
40
Insges. 40
(Vierfaclibest.)
10,6
329,8
2,7
15,7%
120
F « 3,4 bei (40,80) Freiheitsgraden
der Inkubationsdauer angesehen werden. Auch die
Analyse der Einzelwerte deutet auf mehr als zufällige
Unterschiede: Bei niedrigen RIA-Faktoren im Serum
(kleiner als 7,0) wurden nach 3 stündiger Inkubation
durchweg niedrigere Werte gefunden als nach 16-
stüncliger Inkubationsdauer. Dagegen ließ ein Ver-
gleich der Meßwerte mit einem RTA-Faktor über 7,0
keinen gerichteten Trend, jedoch eine eindeutig schlech-
tere Differenzierung in den nach 3 stündiger Inkubation
bestimmten Werten erkennen. Nach diesen Ergebnissen
ist eine Verkürzung der Jnkubationsdauer nicht ge-
rechtfertigt, da mit einer geringeren Nachweisempfind-
lichkeit gerechnet werden muß.
Einfluß der Temperatur hei verkürzter Inkubationszeit
Zur Prüfung der Frage, inwieweit die durch Ver-
kürzung der Inkubationszeit sinkende Empfindlichkeit
des Nachweises durch Temperaturänderungen (Er-
höhung) während der Inkubation ausgeglichen werden
kann, wurden zwei Untersuchungsgänge vorgenom-
men: in der ersten Versuchsreihe wurden von 10
antigenhaltigen Seren je 4 Ansätze vorgenommen. Alle
Ansätze wurden 3 h lang inkubiert, zwei davon bei
Raumtemperatur, die beiden anderen bei 37°C. Alle
Ansätze wurden anschließend den gleichen Wasch-,
Inkubations- und Meßvorgängen unterzogen.
Die statistische Analyse der errechneten RIA-Faktoren
ergab eine deutliche Differenz der Mittelwerte beider
Gruppen (10,6 bei Raumtemperatur gegenüber 13,2
bei 37°C) und mit einem F-Wert von 10,3 bei (20, 10)
Frciheitsgraden den eindeutigen Hinweis auf einen
Einfluß der Temperaturerhöhung.
In Tabelle 9 sind die Ergebnisse der statistischen
Analyse der Gegenprobe aufgeführt. Von 20 Pro-
bandenseren wurden je 4 Ansätze vorgenommen. Zwei
davon wurden einer dreistündigen Inkubation bei 37°C
unterworfen, die beiden anderen 16 h bei Raumtem-
peratur inkubiert. Danach wurden alle Ansätze in
gleicher Weise weiter behandelt.
Die Berechnung ergab einen signifikanten F-Wert von
2,6 bei (20,40) Freihcitsgraden. Der nicht signifikante
Unterschied der Mittelwerte und die differierenden
Varianzen weisen darauf hin, daß diese schwache
Signifikanz wahrscheinlich auf die bessere Reproduzier-
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Tab. 9
Einfluß der Temperaturerhöhung bei verkürzter Inkubationsdauer
auf die Höhe der RIA-Faktoren, bestimmt an HB-antigenhaltigen
Patientenseren. Prüfung durch hierarchische Varianzanalyse.
(Angabe in RIA-Faktoren)
Inkubationsdauer/Inkubationstemperatur
3h/37°C 16h/22'C *
Anzahl der
Doppelbestim-
mungen
X
SSQ
ss
VK
20
14,74
30,7
1,5
8,4%
20
14,96
67,0
3,4
12,2%
Insges. 20
(Vierfachbest.)
14,85
226,2
3,8
13,1%
F == 2,6 bei (20,40) Freiheitsgraden
barkeit der Werte in der Gruppe nach 3 stündiger In-
kubation bei erhöhter Temperatur zurückzuführen ist.
Die Analyse der Einzelwerte ergab im Gegensatz zur
Untersuchungsgruppe mit verkürzter Inkubationszeit
ohne Erhöhung der Inkubationstemperatur keinen
Anhalt für einen gerichteten Fehler im Sinne ver-
minderter Empfindlichkeit.
Einfluß von Medikamenten und Serumfaktoren (Rheuma-
faktor) ·. \
Beeinflussungen der Meßergebnisse des radioimmuno-
logischen HB-Antigennachweises durch Änderungen
der Serumqualität, durch bestimmte Serumfaktoren
oder durch Medikamente sind bislang nicht berichtet.
Auch die hier mit antigenfreien und antigenhaltigen
Seren durchgeführten Untersuchungen ergaben keine
Hinweise für eine Störanfälligkeit nach in-vitro Zugabe
der folgenden Pharmaka1) in physiologischen Mengen:
Buscopan, Calcium, Dominal, Effortil, Glucose, Lä-
vulose, Lasix, Makrodex, Neurotrat, Novadral, Tuto-
fusin, Solu-Decortin, Valium.
Gleichzeitiges Vorhandensein des Rheumafaktors im
Serum hat keine „falsch-negativen" RIA-Werte zur
Folge. Bei an Hepatitis B erkrankten Patienten mit
bereits vorher bekanntem positiven Rheumafaktor war
das HB-Antigen mit der radioimmunologischen Me-
thode nachweisbar.
Relative Nachweisempfindlichkeit des Ver-
fahrens
Durch simultane Untersuchungen zum Nachweis des
HB-Antigens mittels Immunpräzipitationselektropho-
rese, Komplementbindungsreaktion (KBR) und mit
dem radioimmunologischen Testsatz (RIA) wurde im
Rahmen von Verlaufsuntersuchungen bei Hepatitis B
(42) sowie anhand von Verdünnungsreihen an antigen-
haltigen Seren die relative Nachweisempfindlichkeit des
Verfahrens überprüft. Bei den Verlaufsuntersuchungen
an 35 Patienten war die Antigenämie mit der radio-
-
1) Buscopan = Butylscopolaminum;Dominal = Prothipendylurn;
Effortil = 2-Äthylamino-l-(3-hydroxy-phenyl)äthanol hydrochlo-
rid; Lasix = Furosenidum; Makrodex = Dextran 6% in physiol.
NaCl-lösung; Neurotrat = Vitamin Bl9 B6, B12, Leberextrakt;
Novadral = Norfenefrin-HCl; Solu-Decortin = Prednisolbnum
succinat. natrium; Valium = Diazepamum; Tutofusin = isotone
Elektrolytinfusionslösung.
20
15 1:512
1:128
5
- 1:32
K
o
·£.
1:8
1:2
\
'\
1 2-2 2-4 2-6 2- 2'10 2'12 .2'u "16
Konzentration des Original serums
Abb. I
Empfindlichkeitsvergleich zwischen Komplernentbindungsreaktion(KBR, · — ·) und Radioimmunoassay (RIA, m~m) zum Nachweis
von HB-Antigen
immunologischen Methode im Mittel um 30 bis 60 Tage
länger nachweisbar (42).
Die relativ höhere Nachweisempfindlichkeit des RIA
war auch in 6 Verdünnungsreihen, von denen in Ab^
bildung l ein Beispiel wiedergegeben ist, erkennbar.
Gegenüber der KBR wies das untersuchte radioim-
munologische Verfahren in der Regel eine um das 32
bis 64fache, im Einzelfall bis zu 256 fach höhere
relative Nachweisempfindlichkeit auf.
Deutlicher noch als bei den Verlaufsbeobachtungen
zeigte sich in den Verdünnungsreihen, daß eine lineare
Abhängigkeit zwischen dem Antigengehalt des Serums
und dem Wert des RIA-Faktors nur in einem relativ
engen E e reich besteht.
Diskussion
Wie der Ringversuch von SCHOBER et al. (43) gezeigt
hat, sind Anwendungstechnik und Standardisierbarkeit
eines Untersuchungsverfahrens von wesentlicher Be-
deutung für die Nachweissicherheit des HB-Antigens
im Serum. Durch den Vorzug der digitalen Auswertung
erfüllen radioimmunologische· Methoden diese er-
forderlichen Voraussetzungen und sind darüberhinaus
der statistischen Fehleranalyse zugänglich. Mit Hilfe
der 'hierarchischen Varianzanalyse ergab die Repro-
duzierbarkeitsprüfung für den untersuchten solid-phase
Radioimmunoassay einen mit 16% bei Doppelbe-
stimmungen relativ hohen Wert. Es handelt sich dabei
jedoch um den Gesamtfehler der Methode bei Be-
stimmungen von Tag zu Tag, Wechsel der Chargen
und Chemikalien und gemessen durch Vielfachbe-
bestimmungen an Patientenseren anstelle eines Stan-
dardserums. Wie weiter unten noch erläutert werden
wird, beeinflußt dieser vergleichsweise hohe VK die
qualitative Differenzierungsqualität des Verfahrens je-
doch nur in vertretbarem Ausmaß.
Verlaufskontrollen und Meßergebnisse an > Verdün-
nungsreihen zeigen jedoch, daß selbst semiquantitative.
Aussagen über den Antigengehalt eines Serums nur in
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einem eng begrenzten linearen Bereich möglich sind.
Bereits bei einem RIA-Faktor von etwa 10,0 bis 15,0
kann es zu einer Plateaubildung kommen, wobei die
Höhe des Plateaus wahrscheinlich weniger von der
aktuellen Antigenkonzentration im Serum als von der
Antikörperbeschichtung der Polypropylenröhrchen und
möglichen Unterschieden in der Relation der Anti-
körperuntergruppen y und d abhängig ist.
So problematisch es erscheinen mag, von einem „Norm-
wert" oder „Normbereich" zu sprechen, wird man in
der täglichen Diagnostik jedoch nicht um Verwendung
eines solchen oder ähnlichen Begriffes vorbei kommen.
Bislang wurde nach Literaturangaben derart verfahren,
daß ein Serum dann als antigenhaltig bezeichnet wurde,
wenn die meßbare Impulsrate des fraglichen Test-
röhrchens den 3s oder gar 5s-Bereich des „Negativ-
wertes" der jeweiligen Serie überschritt (44, 45, 46).
Ausgehend von der allgemein gültigen Annahme, daß
es nach Ausheilung der überstandenen Virushepatitis
zu einem Erlöschen der Virämie und bleibender Im-
munität kommt, halten wir es für gerechtfertigt, anzu-
nehmen, daß Seren von Patienten, die eine Hepatitis B
überstanden haben, die im akuten Stadium der Er-
krankung hohe RIA-Faktoren aufwiesen und im Verlauf
der Heilung auf niedrigste Werte abfielen, von allen
zugänglichen Möglichkeiten die größte Gewähr dafür
bieten, antigenfrei zu sein. Es sind daher für die Be-
stimmung des „Normwertes" auch nur Seren von den
Patienten verwendet worden, bei denen die akute
Erkrankung ausreichend lange zurück lag, und bei
denen weder funktionell, enzymologisch und morpho-
logisch ein pathologischer Leberbefund zu erheben war.
Dieser Personenkreis entspricht der Gruppe von
Patienten mit vorübergehender Antigenämie bei akuter
Hepatitis B entsprechend der Einteilung von BLUM-
BERG (47).
Die Berechtigung der Annahme wird durch die Be-
obachtung gestützt, daß bei Bestimmung des „Norm-
wertes" bei einem mittleren Wert von 1,2 ein s = 0,2
resultierte. Diese Standardabweichung entspricht einem
VK von 16% und ist deshalb bemerkenswert, weil sich
daraus schließen läßt, daß die persönliche Variabilität
innerhalb des „Normbereiches" gering sein muß.
Trotz des relativ hohen VK der Methode ist die quali-
tative Differenzierungsqualität der Methode auch im
Grenzbereich zufriedenstellend. Es läßt sich aus den
mitgeteilten statistisch ermittelten Werte ablesen, daß
bei einem wahren Wert einer Serumprobe von 2,0
(entsprechend der Definition: Serum „gering" antigen-
haltig) mit mehr als 85% Wahrscheinlichkeit ein RIA-
Faktor größer als 1,6 zu erwarten ist. Liegt der wahre
Wert einer Serumprobe bei 2,3, dann beträgt die Wahr-
scheinlichkeit mehr als 97,5%. Andererseits beträgt die
Wahrscheinlichkeit, daß bei einem wahren Meßwert
von 1,2 (entsprechend der Definition antigenfreies
Serum) ein höherer RIA-Faktor als 1,6 gefunden wird,
nur noch 2,5%.
Die Sicherheit der Aussage läßt sich in Grenzfällen
durch wiederholte Mehrfachbestimmungen steigern.
Diese Forderung ist um so leichter zu erfüllen, als sich
bei den jetzt routinemäßig durchgeführten Unter-
suchungen gezeigt hat, daß nur 3% aller Meßergeb-
nisse in den als „kritisch" anzusehenden Bereich fallen.
Insgesamt gesehen unterstützen die gefundenen Er-
gebnisse die Berechtigung des bislang willkürlich ge-
wählten Grenzwertes von etwa dem Doppelten des
„Negativwertes". Eine endgültige Entscheidung über
die Richtigkeit des Vorgehens wird jedoch erst nach
Anwendung quantitativer Referenz verfahren möglich
sein.
Bei Untersuchung einiger möglicher Fehlerquellen war
nach ersten Ergebnissen anzunehmen, daß die Menge
des verwendeten Probandenserums und die Menge des
zugefügten radioaktiven Antikörpers Einfluß auf das
Meßergebnis haben. Diese Befunde haben sich nicht
sicher reproduzieren lassen, so daß angenommen werden
kann, daß das Testergebnis weder von der Menge einge-
setzten Patientenserums noch von der Menge des
radioaktiven Antikörpers beeinflußt wird. Diese Aus-
sage kann als zuverlässig für die wirklich antigenfreien
Seren gelten. Bei antigenhaltigen Seren muß jedoch
daran gedacht werden, daß eine Erhöhung des RI --
Faktors dann denkbar ist, wenn höhere Mengen eines
Probandenserums eingesetzt werden, dessen Antigen-
konzentration so gering ist, daß die Messung noch im
linearen Bereich erfolgt. Für den rein qualitativen
Nachweis ist diese Möglichkeit zunächst nicht ent-
scheidend, es wird aber zu prüfen sein, ob nicht auf
diese Weise eine verbesserte Empfindlichkeit erzielt
werden kann.
Eindeutig und insbesondere im linearen Bereich zeigte
sich eine Abhängigkeit der Meßergebnisse von der
Inkubationsdauer und der Inkubationstemperatur. Die
Analyse der Einzelergebnisse ließ erkennen, daß die
Verkürzung der Inkubationsdauer innerhalb des line-
aren Bereiches einen nach unten gerichteten Trend der
Meßergebnisse zur Folge hat. Die an sich wünschens-
werte Verkürzung der Inkubationsdauer ist daher nicht
ohne weiteres möglich.
Dagegen scheint es nach den vorliegenden Unter-
suchungen gerechtfertigt, die Dauer der Erstinkubation
auf 3 h zu verkürzen, wenn gleichzeitig die Inkubations-
temperatur erhöht wird. Weitere Untersuchungen zur
Reaktionskinetik, insbesondere unter Einsatz noch
höherer Temperaturen werden daher derzeit durchge-
führt (48).
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